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FOSFATASE ACIDA DO SORO

"GILBERTO GUIMARAES VILLELA
(Chefe da Divisdo de Quimica e Farmacologia do Instituto Osvaldo Cruz)

No soro sanguineo normal existem enzimas denomi-
nadas fosfatases que hidrolizam os estéres fosforicos libertan-
do o fosforo inorganico. A dosagem do fésforo permite avaliar
da atividade da fosfatase. Nos tecidos animais e nos tumores
(sangue, urina, leite) s6 foram assinaladas as fosfomonoeste-
rases que sao fosfatases atuando sobre os monoestéres do
acido ortofosfoérico.

O pH do meio é um dos fatores que permitem separar
as fosfatases em dois grupos : fosfatases alcalinas e fosfata-
ses acidas, conforme o pH otimo em que a atividade é ma-
xima. As fosfatases ditas alcalinas hidrolizam o beta-glicero-
fosfato de sédio no pH 8.5 a 9.0 e sao inativadas pelo i6nio
magnésio. A fosfatase alcalina sofre variacoes sensiveis nas
doencas Osseas sobretudo na osteite deformante e no raqui-
tismo (1). Nas doencas Osseas com lesOes osteoplasticas os
valores da fosfatase se elevam, ao passo que sao normais,
quando as lesoes sao osteoliticas (Woodard e Higinbotham) .

As fosfomonoesterases com o otimo do lado acido sao
conhecidas como fosfatases acidas (Folley e Kay) (2). Acre-
ditam Gutman e Gutman, que nos casos de carcinoma pros-
tatico, a ensima fabricada em excesso pelo tumor € que é
lancada a circulacao. Nos tecidos (figado e bago) foi Davis
quem primeiro observou a presenca de uma fosfatase com
otimo em pH 4-5.

Kutscher encontrou esta enzima na urina e Kutscher
e Wolbergs verificaram que na prostata a quantidade é muito
mais elevada do que em qualquer outro tecido do organis-
mo (3). ;

O pH otimo da fosfatase de préstata é de 4.65 a 37°C.
Os substratos usados foram o fenilfosfato, o alfa e o beta-gli-
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cerofosfatos e o hexosedifosfato, sendo que s6 os trés pri-
meiros é que sdao utilizados para a dosagem da fosfatase.

Na prostata a fosfatase alcalina existe em muito pouca
quantidade. No tecido carcinomatoso da proéstata, tanto no
tumor primario como nas metastases do esqueleto, encon-
tra-se também elevacdo da fosfatase acida. No soro dos doen-
tes portadores de carcinoma prostatico com metastases de
osso (osteolitica ou osteopléastica) os valores para a fosfatase
acida sdo altos (Gutman e Gutman, Miiller) . Na doenca de
Paget ha interésse em se conhecer qual a natureza da fos-
fatasemia, como mostrou Kay, visto a fosfatase alcalina se
elevar enormemente néstes casos ao passo que a fosfatase
acida se manter dentro dos limites normais (Gutman, Gut-
man e Miiller) (4).

Em 19 casos de carcinoma prostatico com metastases
no esqueleto, Robson, Gutman e Gutman obtiveram aumento
da fosfatase acida em 16 déles. Entretanto, nos casos sem
metastases Osseas, confirmadas pelo exame radiologico, a
fosfatase acida apresentou-se normal. Parece bem demons-
trado pelos casos publicados por varios autores de que a do-
sagem de fosfatase acida é de utilidade no diagnéstico do
carcinoma prostatico com metastases Osseas.

Os homoénios sexuais masculinos, influenciam sensivel-
mente no homem a evolucao dos neoplasmas da prostata.
Tem-se verificado que esta influéncia é acompanhada pela
diminuicdo da atividade da fosfatase acida do séro (Huggins,
Stevens e Hodges) (5) (6). Em 21 casos de carcinoma pros-
tatico com castracdo bilateral, observados por Huggins e co-
laboradores, 15 mostraram melhoras e baixa da fosfatase
4cida. Parece portanto, que os horménios masculinos frenam
a evolucao do cancer prostatico.

Entretanto, Buchwald e Hudson nao conseguiram
obter modificacao na fosfatase acida do séro de animais tra-
tados pelo propionato de testosterona (7).

Os valores normais para a fosfatase acida do soro vao
de 0 a 1,5 unidades, para 100 ml expressas em mg de fésforo
inorganico libertado. Shinowara, Jones e Reinhart em 20
adultos normais e 140 controlos, encontraram a variacao de
0 a 1,1 unidades (8). A unidade de fosfatase é definida como .
a quantidade de foésforo inorgénico libertado em mg duran-

~ te 1 hora a 37°C, no pH de 5.0 + 0,15 e com o beta-glicero-
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fosfato como substrato. Esta defini¢do é semelhante a de Bo-
dansky, Levene e Dillon empregada para a fosfatase alcalina.

Na doenca de Paget os valores para a fosfatase acida
nao excedem em geral 2.5 unidades, ao passo que podem
chegar a 40 e mesmo 100 unidades para a fosfatase alcalina.
Usando-se o fenilfosfato como substrato, segundo a técnica
de King e Armstrong, normalmente a atividade fosfatasica
acida produz uma libertacdo de fenol ndo ultrapassada de
5 mg. para 100 ml (0.5 a 2.0 unidades) . No carcinoma pros-
tatico ésses valores atingem 30 a 40 mg. para 100 ml (Gutman
e Gutman) .

: Nos casos normais por nés dosados com o emprégo do
beta-glicerofosfato em pH 5.0 obtivemos de 0 a 2.0 unida-
des para 100 ml.

Observamos valores pouco superiores em dois casos de
osteite deformante (3.3 a 4.2 unidades respectivamente) .
Em 3 casos de carcinoma prostatico, dois mostraram valores
elevados (5.2 e 6.8 unidades) mas que voltaram ao normal
ap6s a retirada cirurgica do tumor. Néstes casos nao exis-
tiam metastases e o prognéstico foi favoravel.

O terceiro caso apresentou valores normais ou leve-
mente aumentados (2.0 — 2.8 — 2.5), verificando-se mais
tarde tratar-se de um tumor benigno nao metastatico.

Robson, Gutman e Gutman encontraram nos casos de
carcinoma prostatico, com evidéncia radiolégica da metasta-
se Osseas, as variacoes de 1.6 a 2.60 unidades para a fos-
fatase acida. Em casos de neoplasma com metastases do es-
queleto de origem nao prostatica os valores foram normais
(1.1 a 4.2 unidades) (9) . Nos casos de carcinoma prostatico
sem diagnostico radiolégico de mestastases Gsseas nao existe
elevacdo da fosfatasemia. Nao parece haver relacao entre a
extensdo das lesGes metastaticas Osseas e a atividade fosfa-
tasica, como também entre a fosfatase alcalina e a Acida.
O aumento da fosfatase acida implica na provavel dissemina-
¢do do tumor primario, sendo portanto de prognostico desfa-
voravel. O tumor metaplastico continua a produzir a enzima
da mesma forma do que no tecido prostatico originario.

Pelo exame microquimico, Gomori conseguiu estudar
a destribuicdo da fosfatase acida e alcalina nos tecidos. As-
sim, verificou éle de que as hematias ndo apresentam a en-
zima 4cida apesar dos métodos quimicos terem-na eviden-
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ciado (10). A técnica usada por Gomori consiste na fixacao
do tecido no gélo ou acetona. Inclusdo em parafina, incuba-
cao com nitrato de chumbo e beta-glicerofosfato no PH 5.0.
Nas zonas contendo a enzima aparece um precipitado de
fosfato de chumbo que se transforma pela acdo do sulfureto
de aménio diluido, em sulfureto de chumbo de eér negra.

A prostata e o baco sdo os 6rgaos mais ricos quando
estudados pela técnica microquimica. A distribuicdo da fos-
fatase 4cida nos tecidos é muito diversa da que se verifica
para a fosfatase alcalina.

A dosagem da fosfatase acida no séro pode ser feita
pela técnica de King e Armstrong ou pela de Bodansky mo-
dificada. '

Com a técnica de Bodansky a unica modificacdo a fa-
zer consiste na acidificacao do substrato para o pH 5.0. Em
nosso laboratério constumamos adicionar acido acético puro
glacial ao substrato na proporcao de 0,05 ml para 10 ml do
substrato. Nesta quantidade o pH fica em 5.0. Convém en-
tretanto, fazer ensaios prévios afim de verificar se o pH nio
se afasta mais de 0,2 € 4.8 a2 5.2.

O sbro é incubado com o substrato 4cido durante 1
hora e por fim precipitado pelo acido tricloroacético. Todos
os demais detalhes sdo idénticos aos da dosagem da fosfatase
alcalina pela técnica de Bodansky (1) .

No caso de se usar o fenilfosfato, a técnica de King e
Armstrong modificada por Gutman e Gutman é a preferivel.
Como esta técnica se acha pouco divulgada entre nés, pas-
saremos a descrevé-la em detalhe.

Reativos :

1 — Substrato : monofenilfosfato a 0,005 M dissolvi-
~ dos em citrato de sédio a 0,1 M. A solucdo deve
ficar no pH de 4.9 — 5.0. Este ester é obtido
com o ncme de “disodium phenylphosphate” da
casa Eimer e Amed de Nova Iork. Dissolve-se
1.9 g. do fenilfosfato em 500 ml de agua e jun- .
ta-se 500 ml da solucdo de citrato que se prepara
dissolvendo-se 42 g. de acido citrico cristalizado
em pouca 4gua e adicionando-se 376 ml de soda
normal. Completa-se 1000 ml e ajusta-se o pH
para 4.9 com HCI ou NaOH, caso seja necessario.
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2 — Reativo fznolico de Folin e Ciccalteu (iue se dilue
na proporcao de 1:3 nc momento de usar.

3 — Solucgao de carbonato de sodio a 209 .

~ 4 — Solucao padrao de fenol. Dissolve-se 1 g. de fe-
nol cristalizado em HC1 0,IN e completa-se 1 litro
ccm HCI 0,IN.

Pode-se padroniza-lo pela técnica de Koppeschaar (se-
gundo Treadwell e Hall — Analytic Chemistry). E estavel.
Faz-se uma diluicao de modo que 100 ml contenham 10 mg.
de fenol. Esta diluicdo fica estavel na geladeira até 2 meses.

5 — Solucao de fenol e reativo fendlico. Toma-se
1 ml da solucao diluida de fenol e juntam-se
6 ml de agua e 3 ml do reativo fendlico. Prepa-
ra-se no momento da dosagem.

- Técnica :

Em 2 tubos de ensaio colocam-se 10 ml do substrato
que se deixa no banho-maria a 37°C durante 5 minutos.
Pipeta-se 0,5 ml de soro (limpido e ndo hemolizado) para
cada um dos tubcs. Mistura-se bem e deixa-se no banho-ma-
ria durante 3 horas. Apds éste tempo retira-se do banho e
juntam-se 4.5 ml do reativo fenélico.

Em 2 outros tubos tomam-se 10 ml do substrato e
junta-se 0,5 ml do soéro e 4,5 ml do reativo fendlico.

Pipetam-se 6 ml dos liquidos a analizar e dos controles
e junta-se 1,5 ml de carbonato de sodio a 20% .

A solucdo padrao diluida de fenol juntam-se 2,5 ml
do carbonato. Deixam-se os tubos no banho-maria durante
5 minutos para que a cOr se desenvolva completamente.
Compara-se no fotocolorimetro ou num colorimetro Dubosq
ap6s 1 hora. Lé-se no colorimetro estando a amostra em
30 mm. O valor do fenol em mg. subtraido do valor do con-
trole dara o fenol libertado numa hora de incubacdo.

Para calcular o fenol em mg. para 100 ml de séro
antes e depois da hidrolise aplica-se a férmula :

Leitura no padrao volume da amostra 100
% valor do padrao X

¢
Leitura na amostra volume do padriao ml do séro

\/ \/

Rev Sau Aer. 2021 Dez; 4(4):3-8



Artigo Historico

7
|
:

REVISTA MEDICA DA AERONAUTICA

O padrao sendo comparado com o séro é subtraido do
valor do padrdao comparado com o séro incubado.

No caso de sbros ricos em fosfatase deve-se dilui-los
com solucao salina a 0,85% e encurtam o tempo de hidrolise
para 15 ou 30 minutos.

Normalmente obtem-se de 0.5 a 2.0 unidades. para
100 ml de soéro.
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